ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUEIXE 

Bureau international 



PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATTERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 6 : 

C12N 15/12, 15/86, 5/10, C07K 14/47, 
14/82, A61K 39/395, 48/00, C12Q 1/68, 
G01N 33/574, 33/68 



A2 



(11) Numero de publication Internationale: 



WO 97/22695 



(43) Date de publication internationale: 26 juin 1997 (26.06.97) 



(21) Numdro de la demande internationale: PCT/FR9 6/02061 

(22) Date de depdt international: 20 de'eembre 1996 (20.12.96) 



(30) Donnees relatives a la priorite*: 

95/15146 20 decembre 1995 (20.12.95) FR 

96/04853 18 avril 1996 (18.04.96) FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats de'signts saufUS): FONDATION 

JEAN DAUSSET-CEPH [FR/FR]; 27, rue Juliette-Dodu, F- 
75010 Paris (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US settlement): TALERMAN, Adam 
[FR/FR]; 12, rue de la Chaise, F-75007 Paris (FR). AMSON, 
Robert [FR/FR]; 10, rue Gay-Lussac, F-75005 Paris (FR). 
COHEN, Daniel [FR/FR]; 3, rue de TOrme-au-Mesnier, F- 
91600 Savigny-sur-Orge (FR). 

(74) Mandataires: MARTIN, Jean-Jacques etc.; Cabinet Regim- 
beau, 26, avenue KI6ber, F-751 16 Paris (FR). 



(81) Etats designcs: CA, JP, US, brevet europeen (AT, BE, CH, 
DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT. LU, MC, NL, PT, 

SE). 



Publice 



Sans rapport de recherche internationale, sera republUe dis 
reception de ce rapport. 



(54) Title: NUCLEOTIDE SEQUENCES, PROTEINS, DRUGS AND DIAGNOSTIC AGENTS FOR TREATING CANCER 

(54) Titre: SEQUENCES NUCLEOT1DIQUES, PROTE1NES, MEDICAMENTS ET AGENTS DIAGNOSTIQUES UTILES DANS LE 
TRAITEMENT DU CANCER 

(57) Abstract 

A nucleotide sequence corresponding to a gene comprising (a) one of sequences SEQ ID 1 to II, or an equivalent gene which 
comprises (b) a sequence hybridisable with one of the sequences of (a), (c) a sequence at least 80 % homologous with (a) or (b), or (d) a 
sequence coding for a protein encoded by a gene according to (a), (b) or (c), or for an equivalent protein, and the use thereof, in particular 
for controlling cancer as well as for therapeutic follow-up. These genes arc in the TSAP (tumor suppressor activated pathway) group, 
designated TSAP 1 to TSAP 8 and TSAP 3 human (or HUMSIAH) and in TSIP (tumor suppressor inhibited pathway) group, designated 
TSIP I and TSIP 2, both types of genes corresponding to sequences activated or inhibited, respectively, during cellular apoptosis, particularly 
that induced by p53. 

(57) Abrege* 



La pr6sente invention conceme une sequence nucleotidique correspondant a un gene comportant: (a) une sequence selon Tune des 
IND. SEQ 1 a 1 1 ou un gene Equivalent qui comporte: (b) une sequence s*hybridant avec Tune des sequences selon (a), (c) une sequence 
presentant au moins 80 % d'homologie avec (a) ou (b), ou (d) une sequence codant pour une prot^ine codEe par une gene selon (a), (b) 
ou (c) ou pour un prot£ine equivalente, et leur application notamment dans la suppression du cancer ainsi que dans le suivi th£rapeutique. 
Ces genes regrouped en TSAP (tumor suppressor activated pathway) et ddnomm^s TSAP 1 a TSAP 8 et TSAP 3 humain (ou HUMSIAH), 
et en TSIP (tumor suppressor inhibited pathway) et d6nomm6s TSIP 1 et TSIP 2, ces deux types de genes correspondant respectivement a 
des sequences induites ou inhibees lors de Tapoptose cellulaire, notamment celles induites par p53. 
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SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES, PROTEINES. MEDICAMENTS ET AGENTS 
DIAGNOSTICS UTILES DANS LE TRAITEMENT DU CANCER. 
La presence invention concerne la mise en evidence de genes 
impliques dans ies voies moleculaires de la suppression tumoraie et 
5 I'utilisation des genes ainsi mis en evidence pour le traitement de certains 
dysfonctionnements geniques, notamment les cancers. 

La presente invention a ete rendue possible par l'isolemenc d'ADNc 
correspondant a des ARN messagers exprimes ou reprimes lors du processus 
d'apoptose induit par le gene suppresseur p53. 
10 Une analyse globaie des evenements moleculaires intervenanc au 

cours du cycle cellulaire lors du developpement et de l'apoptose ceilulaire est 
necessaire pour mieux comprendre 1'importance du gene p53 dans le 
processus de suppression tumoraie ou, au contraire, de cancerisation. 

La transformation d'une cellule normale en cellule tumoraie est un 
15 processus qui se deroule en plusieurs etapes ct qui necessite une suite 
d'evenements moleculaires. Au niveau physiologique, ces evenements se 
traduiront par une independance de la cellule tumoraie vis-a-vis des signaux 
exierieurs ainsi que par une deregulation interne menant a une croissance 
incontrolee. 

20 Deux groupes de genes sont responsables de cette transformation 

dice "malignc", d'une part, les oncogenes, d'autrc part, les genes 
suppresseurs ou anti-oncogenes. Les oncogenes, en raison de leur 
deregulation dans le cancer (resultant lc plus souvent d'unc mutation ou 
d'une translocalisation) induiront un signal positif qui favoriscra la 

25 croissance neoplasique. Au contraire. les genes suppresseurs, du fait de leur 
deletion, de I'absence de leur expression par mutation du promoteur. par 
exemple, ou encore de mutations qui modifieront la structure et la fonction de 
la proteine, seront incapables dans le cancer de foumir le signal qui lui, 
normalement, devrait freiner cette croissance anormale. En consequence, le 

30 dysfonctionnemenc des genes suppresseurs contribue a la transformation 
neoplasique. 

L'objet de la presente invention est Tisolement de genes ayant 
normalement une action dans la suppression tumoraie et dont il sera aiors 
possible de surveiller et de traiter les eventuels dysfonctionnements. 
35 En particulier, Tisolement de ces genes permet d'avoir recours a 

une therapic genique de remplacement ou bien a la synthese d'agents 
pharmacologiques, proteiques ou non proteiques. qui, directement ou 
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indirectemenc. par leur action sur les promoteurs, induiront 1'aciivaiion ct 
repression de ces genes, ou encore la synthese d'agents pharmacoiogiqucs 
qui permettront de mimer l'effet physiologique de ces genes suppresseurs. 

L'objectif final est, soit d'inhiber la croissance tumorale. ou mieux. 
d'induire le processus apoptoiique de ces cellules tumorales, c'esc-a-dire de 
conduire les cellules tumorales a se "suicider". 

La presente invention concerne la mise en evidence de genes qui 
sont impliques dans cette apoptose. En effet, chaque cellule possede en elle un 
programme de mort physiologique. II s'agit egalement d'un processus 
physiologique qui est implique dans le developpemem afin de maintenir 
I'homeostasie du corps et de ne pas voir des proliferations cellulaires 
anormales s'etablir, meme si. au demeurant. elles n'om pas de caractere 
malin. 

L'un des genes suppresseurs les plus importants impliques dans 
15 l'apoptose est le gene p53. Dans sa fonction normale. ce gene controle la 
croissance cellulaire et le processus d'apoptose ; en particulier. c'est ce gene 
qui bloque la croissance cellulaire et qui doit induire le processus 
apoptotique afin d'eviter le developpemem d'un cancer. On a ainsi mis en 
evidence que des souris nullizygotes pour le p53 etaient beaucoup plus 
sensibles a la formation de tumeurs. On a egalement mis en evidence le fait 
que, dans les cancers, le gene p53 etait tres souvent altere et conduisait a la 
production de proteines incapables de vehiculer le message d apoptose. 

C'est cette particularity qui a ete mise en oeuvrc dans Ic cadre de la 
presente invention. 

En effet, la presente invention repose sur la constatation qu il 
n'est pas possible, ou du moins qu'il parait tres difficile, de mettre en place 
unc therapie de substitution directe lors d'un dysfonctionnement du gene 
p53. En effet, le p53 mute comme il l'est dans le cancer va annuler l'effet 
physiologique du p53 normal. 

II a done fallu renoncer. du moins dans un premier temps, a unc 
therapie de substitution agissant directement au niveau de p53. 

La presente invention s'est done attachee a etudier les genes situes 
en aval de p53 afin de "bipasser" la difficulte evoquee precedemment. 

Afin d'isoler les genes actives ou inhibes par le p53 normal (wild- 
35 type p53) on a effectue un ratissage global de l'expression des genes dans unc 
cellule induite en apoptose et dans la meme cellule maligne, plus 
particulierement dans une cellule exprimant ie p53 normal dans sa fonction 
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et dans une cellule exprimant le p53 mute dont la fonction est oncogenique. 
La comparaison des genes exprimes (ARN messagcrs exprimes dans les deux 
types de cellule) a permis de mettre en evidence des genes exprimes 
differentiellement, c'est-a-dire exprimes dans Tune des cellules aJors qu'ils 
ne le sont pas dans I'autre (les genes peuvent ctre actives ou inhibes). 

On en deduit aisement que ces genes sont impliques dans le 
processus de cancelation, dans un cas par leur absence, et. dans lautre cas, 
par leur presence. 

Pour cette etude differentielle, la methode utilisee est la methode 
decrite en 1992 par Liang et Pardee (Differential display of eucaryotic mRNA 
by mean of a polymerase chaine reaction). 

Jusqu'a present. I'isolement des genes impliques dans la 
suppression etait effectue soit par clonage positionnel. soit par l'emploi des 
doubles hybrides. La premiere methode permettait. par un calcul staiisiique, 
15 de calculer la plus haute probability oil pouvait se localiser, au niveau 
chromosomique, un gene suppresseur candidal pour un type bien particulier 
de cancer, surtout ceux d'origines familiales. Le systeme de doubles hybrides 
permet d'isoler une a une les proteines qui- interagissent avec un gene 
donne. 

L'approche du probleme selon la prescmc invention a permis 
d'isoler des sequences dircctcment reliees a une fonction. Des lors. au 
contraire du sequencage aleatoire des CST, les sequences sont des sequences 
dont la fonction est connue ei qui sont impliquecs dans le processus 
d'apoptose induit par le gene suppresseur p53. 

De facon plus precise, cette methode a etc utilisee sur un modele 
cellulaire deem par Moshe Oren, il s'agit de cellules myeloides tumorales de 
souris qui ont ete transferees par un mutant stable du gene p53-. En fait. 
I'expression de ce gene est thermosensible, e'est-if-dire que dans des 
conditions de culture cellulaire a 37*C la proteine produite est une proteinc 
mutee, c'est-a-dire qu'elle ne peut jouer le role de suppresseur de tumcur ct 
done que la lignee cellulaire correspondante se developpe sous forme de 
cellule maligne. alors qu'a la temperature de 32'C la proteine p53 exprimee, 
comme la proteine naturelle, est capable de jouer le role de suppresseur et 
empeche la lignee cellulaire correspondante de devenir maligne. 
35 Cette etude systematique a permis de mettre en evidence les genes 

impliques dans la cascade de suppression induite par p53. 
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C'est pourquoi la presente invention conccrne ces nouvelles 
sequences el les genes les comportant ainsi que l'utilisation de ces sequences, 
rant au niveau du diagnostic qu'au niveau de la therapie, de meme que pour 
la realisation de modeles destines a tester des produits anti-cancereux. 

La presente invention concerne tout d'abord une sequence 
nucleotidique correspondant a un gene comportant : 

(a) une sequence selon l'une des 1ND.SEQ. 1 a 10 ou 
un gene equivalent qui comporte : 

(b) une sequence s'hybridant avec l'une des sequences selon (a), 

(c) une sequence presentam au moins 80 % d'homologie avec (a) ou 
(b), ou 

(d) une sequence codant pour une proteine codee par un gene selon 

(a) , (b) ou (c) ou pour une proteine equivalente, 

et leur application notamment dans la suppression du cancer ainsi que dans 
15 le suivi therapeutique. 

De plus, la presente invention concerne un gene humain implique 
dans la cascade de suppression induite par p53 ainsi que ^utilisation des 
sequences de ce gene, tant au niveau du diagnostic qu'au niveau de la 
therapie. de meme que pour la realisation de modeles destines a tester des 
produits anti-cancereux ainsi que leur application a titre d'agent antiviral. 

La presente invention concerne done egalemem une sequence 
nucleotidique correspondant a un gene comportant : 

(a) une sequence selon I'lND.SEQ. 11 correspondant au gene TSAP 3 
humain ou HUMSIAH (Human Homologue of the Drosophila seven 

25 in absentia gene), ou un gene equivalent qui compone : 

(b) une sequence s'hybridant avec l'une des sequences selon (a). 

(c) une sequence presentam au moins 80 % d'homologie avec (a) ou 

(b) . ou 

(d) une sequence codant pour une proteine codee par un gene seion 
30 (a), (b) ou (c) ou pour une proteine equivalente, 

et leur application notamment dans la suppression du cancer ainsi que dans 
le suivi therapeutique. 

Concernant les sequences 1 a 11, la presente invention couvre 
aussi bien la sequence nucleotidique. correspondant au gene entier que des 
35 fragments de ce gene, notamment lorsqu'ils codent pour une proteine 
equivaJente comme cela sera decrit ci-apres. 



20 



WO 97/22695 



PCT/FR96/02061 



10 



Les sequences nucleotidiques peuvent etre aussi bien de l'ADN que 
de TARN ou des sequences dans lesquelles certains des nucleotides som non 
naturels, soit pour ameliorer leurs proprietes pharmacologiques, soit pour 
permettre leur identification. 

Les sequences mentionnees en (b) (pour les IND.SEQ 1 a 11) sont 
essentiellement les sequences complementaires totales ou partielles 
(notamment pour les cas evoques precedemment). 

Les sequences (a) et (b) (pour les IND.SEQ. 1 a 10) permettent non 
seulement Lacces au gene murin dont elles sont issues, mais egalement aux 
genes humains correspondant par homologie. 

Ainsi, 1'invention concerne egalement les sequences nucleo- 
tidiques des genes presentant une forte homologie avcc les genes mentionnes 
precedemment. de preference une homologie superieure a SO % sur les 
parties essentielles desdits genes, soit en general au moms 50 % de la 
15 sequence, de preference Thomologie sera sur ces parties superieure a 90 %. 

Enfin. lorsque lesdits genes codent pour une proteine. la presente 
invention concerne egalement les sequences codant pour la meme proteine, 
compte tenu de ia degenerescence du code genetique, mais egalement pour 
les proteines equivalentes, c'est-a-dire produisant les memes effets, 
notamment les proteines deletees et/ou ayant subi des mutations ponctuelles. 

Les sequences selon la presente invention sont plus 
particulierement les sequences qui som induites ou inhibces lors de 
l'apoptose ccllulaire, notamment celles induites par p53. 

Lesdits genes sont regroupes en TSAP ou "Tumor Suppressor 
Activated Pathway" et denommes de TSAP 1 a TSAP 8 et TSAP 3 humain. 
correspondant aux IND.SEQ. 1 a 8 et 1 1 (HUMSIAH) respectivement. et en TSIP 
ou "Tumor Suppressor Inhibited Pathway" et denommes TSIP 1 et TSIP 2, 
correspondant aux IND.SEQ 9 et 10. 

Les caracteristiques des sequences correspondent aux IND.SEQ 1 a 
30 10 sont rassemblees dans le tableau ci-annexe. 

Les sequences nucleotidiques correspondant aux genes TSAP (y 
compris le TSAP 3 humain ou HUMSIAH). sont des sequences exprimees lors 
du processus d'apoptose aiors que lorsqu'ils ne sont pas exprimes le processus 
d'oncogenese se poursuit. II est done interessant : 
35 - de detecter toute anomalie dans le gene correspondant. laquelle peut 
conduire a une plus grande susceptibilite a I'oncogenese. et 
- de pouvoir prevoir une therapie de remplacement. 
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II faut d'ailleurs rappeler que ces genes peuvent intervenir dans 
d'autres processus que les processus oncogenes ; en effet. p 53 est en quclquc 
sorre le gardien de 1'integrite du genome, dans ces conditions ies genes TSAP 
ou TSIP sont sans doute egalement impliques dans cette fonction de controle, 
c'est done Pensemble des alterations possibles du genome qui peuvent etre 
redevables de la detection et de la therapie precedents Au comraire, les 
genes TSIP sont exprimes lors de l'oncogenese et non lors de l'apoptose, il est 
done la aussi interessant de detecter 1'eventuelle anomalie des TSIP et 
egalement de prevoir une therapie d'inhibition/blocage. 

La therapie de remptacement pourra etre effectuee par therapie 
genique, e'est-a-dire en introduisant le gene TSAP avec les elements qui 
permettent son expression in vivo. Les principes dc la therapie genique sont 
connus. On peut utiliser des vecteurs particuliers, viraux ou non viraux, par 
exemple des adenovirus, retrovirus, virus herpes ou poxvirus. La plupart du 
temps ces vecteurs sont utilises sous forme defectifs qui serviront de 
vehicules d'expression de TSAP avec ou sans integration. Les vecteurs 
peuvent etre egalement synthetiques, e'est-a-dire mimer des sequences 
virales, ou bien etre constitues par de l'ADN ou de 1'ARN nu selon la 
technique developpee notamment par la societe VICAL 

Dans la plupart des cas, il faudra prevoir des elements de ciblage 
assurant une expression specifique des tissus ou orgaues, en effet, il n'est pa:; 
possible d'envisager d'activer un phenomenc d'apoptosc incontrole. 

La presente invention concernc done l enscmble des vecteurs 
decrits precedemment. 

La presente invention concerne egalement les cellule:; 
transformees par un vecteur d'expression tel que decrit precedernment ainsi 
que la proteine pouvant etre obtenue par culture de cellules transformees. 

Les systemes d'expression pour produire des proteines peuven: 
etre aussi bien des systemes eucaryotes tels que les vecteurs precedents que 
des systemes procaryotes dans des cellules de bacteries. 

L'un des interets de la presente invention est quelle a mis en 
evidence Timplication de plusieurs genes dans 1'apoptose ; ainsi 1:. 
surexpression de l'un des genes par therapie genique peut, pour certain!, 
d'emre eux, ne conduire a Tapoptose que les cellules dans lesquelles 
s'expriment deja d'autres genes deregles, e'est-a-dire des cellules malignes. 

La presente invention concerne egalement, a titre de medicament, 
un compose assurant Texpression celiuiaire d'au moins une des sequence*; 
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nucleotidiques precedences lorsqu'elle est induice lors de J'apoptose 
cellulaire, notamment des genes TSAP 1 a TSAP S ei TSAP 3 humain, ou au 
contraire assuram Pinhibition de l'expression ceilulaire d'au moins une 
sequence cellulaire telle que decrite precedemment lorsqu'elle est inhibee 
lors de Papoptose cellulaire, notamment TSIP 1 et TSIP 2. 

II est, par exemple, possible de prevoir d'autres approches que la 
therapie genique, notamment ['utilisation de sequences nucleotidiques en 
strategic sens ou antisens t c'est-a-dire pouvant bloquer l'expression de TSIP 
ou au contraire, agissant en amont, favorisant l'expression de TSAP. 

On peut egalement prevoir une strategic de remplacement directe 
par apport de proteines correspondant a TSAP ou d'anticorps inhibiteurs 
correspondant a TSIP. 

Enfin, il est possible de prevoir I'utilisation de molecules non 
proteiques dont Pactivite sera d'activer TSAP ou de mimer Paction de son 
15 produit depression ou bien d'inhiber TSIP ou bien de bloquer Paction de 
son produit d'expression. 

Ces produits peuvent etre aisement testes sur les cellules modifiees 
qui sont decrites dans les exemples en introduisant les produits a tester dans 
la culture cellulaire et en detectant Papparition du phenomenc apoptotique. 
Dans les strategies a ADN, ARN ou proteique les produits sont bien entendu 
elabores en fonction des sequences qui sont decrites. 

La presence invention concerne en paniculicr I'utilisation des 
medicaments precedents en tant qu'agem anti-canccreux. 

Mais, le produit du gene TSAP 3 humatn (HUMSlAI!) est egalement 
utile comme agent antiviral, comme ccla apparaitra a la lecture de Pexemple 
2. La presente invention concerne done egalement Putilisation des 
medicaments precedents comme agent antiviral. 

La presente invention concerne egalemenf a titre d'agent de 
diagnostic pour la determination de la predisposition au cancer, tout ou partie 
des sequences selon Pinvention a utiliser comme sonde nucleotidique ou 
comme amorce d'amplification, mais egalement a titre d'agent de diagnostic 
pour la determination de la predisposition au cancer un antigene 
correspondant a tout ou partie des proteines codecs par la sequence scion 
Pinvention ou les anticorps, notamment les anticorps monoclonaux, 
35 correspondants, eventuellement apres culture. 

Les methodes de diagnostic sont connues, ii peut s'agir, par 
exemple, de techniques de microsequencage des parties variables apres 
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isolement et amplification eventuellc ou des methodes de detection tvpe rc LP 
ou ^amplification simple notamment. Les techniques differcmiellcs 
peuvent. en particulier, permettre de mettre en evidence Pecan entre le 
TSAP ou TSIP normal et anormal. 

5 L'invention concerne egalement des modeles mettant en oeuvre les 

sequences precedentes. 

Le gene TSAP 3 humain (HUMSIAH) peut etre isole, notamment en 
utilisant la methode PCR ou d'autres methodes d 'amplification en mettant a 
profit la structure du gene. 11 est egalement possible de symhetiser ce gene 
10 par morceau, si necessaire. 

Enfin, l'invention concerne un perfectionnemem a la methode de 
Liang et Pardee (1) caracterise en ce que dans ('amplification par PCR on 
effectue une diminution en pal.er ("touch down") tel que decrit dans Don et 
aJ. (2). 

15 D'autres caracteristiques de ['invention apparaitront a la lecture 

des exemples ci-apres faite notamment en se referant aux figures suivantes : 

- Figure 1 - Quantification de I 'expression differentielle des ARNm utilisant 
l'imageur 1200 p. Hybridation aux ARNm derives des cellules LTR6 a 37'C et 
des cellules LTR6 apres 4 heures a 32'C. Les nombres en ordonnees de 0 a 
500 correspondent au comptage detecte par 0.15 mm et sont proportionnels 
au signal d'hybridation. 

CI : ARNm exprime egalement en utilisant un clone sans expression 
differentielle ; 

C2 : controlc positif uiilisant la Cyclinc C et montram ['induction des ARNm 
correspondam a 32°C ; 

MER-LTR : monrre ['induction de cette sequence a 32°C 1 

TSAP 1 a TSAP S : expression differentielle des 8 ARNm actives dans les -4 
premieres heures suivant l'induction de 1'apoptose ; 

TSIP 1 et TSIP 2 : expression differentielle des 2 ARNm inhibes dans les 4 
30 premieres heures suivant l'induction de 1'apoptose. 

- Figure 2 - Analyse Northern blot. 

A : hybridation avec la sonde TSAP 3 ; 

B : hybridation avec la sonde siah lb de souris ; 

lignes 1 et 2 : ARNm polyA* de cellules leucemiques myeloides Ml (clone 
35 S6) cultivees a 37°C et 32°C respectivement ; 

lignes 3 et 4 : ARNm polyA* de cellules LTR6 cultivees a 37°C et 32 3 C 
respectivement ; 
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la fleche indique ('expression differentielle du transcrit 1,9 kb de TSAP 3 
siah 1 b de souris ; 
panneaux inferieurs : GAPDH ; 

C : distribution tissulaire utilisant TSAP 3 comme sonde ; 
1 : coeur, 2 : cerveau, 3 : rate, 4 : poumon, 5 : foic. 6 : muscle du squelette, 7 : 
rein, 8 : testicule ; 

les fieches indiquent les transcrits de 1,9 et 2,4 kb ; 
panneau inferieur : (J-actine. 

- Figure 3 - Analyse de I'hybridation in situ avec la sonde TSAP 3 ; 
A : cellules Ml incubees pendant 4 heures a 32*C et hybridees avec une 
sonde antisens TSAP 3 ; 

B : cellules LTR6 incubees pendant 4 heures a 32 a C et hybridees avec une 
sonde sens TSAP 3 ; 

C : cellules LTR6 incubees a 37'C et hybridees avec une sonde antisens 
15 TSAP 3 ; 

D a F : cellules LTR6 cultivees a 32'C pendant respectivement 1. 2 et 
4 heures et hybridees a une sonde antisens TSAP 3 ; 
la barre dans le panneau A : 10 urn ; 

les fieches indiquent l'accumulation des ARNm TSAP 3 dans le cytoplasme. 

- Figure 4 - Comparison entre la sequence d'ADNc de TSAP 1 et la sequence 
nucleotidique correspondant a la phospholiposc C beta 4 de rat. 

- Figure 5 - Comparaison entre la sequence d'ADNc dc TSAP 2 et la sequence 
nucleotidique correspondant a la proteine digitee au zinc (ZFM 1) localisee 
dans le locus Multiple Endocrine Neoplasia (MEN 1). 

- Figure 6 - Comparaison entre la sequence d'ADNc de TSAP 3 et la sequence 
nucleotidique correspondant au gene Drosophila seven in absentia (sina). 

- Figure 7 - Comparaison entre le produit des genes sina de differentes 
especes. humain (HUMSIAH), murin (MMSIAH IB) et de drosophile 
(DROSINA). 

- Figure 8 - Comparaison entre la sequence d'ADNc de TSIP 2 et la sequence 
d'ADNc du transcript SI 82 murin du gene AD3 implique dans la maladie 
d'Alzheimer. 

MATERIELS ET METHODF-S 
Cultures cellulaires 

35 Cellules de leucemie myeloide Ml (clone S6) et cellules Ml 

transferees de facon stable avec un mutant sensible a la temperature val 135 
p53 (LTR6) (3). 
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Ces cellules sont eukivees sur milieu RPMI 1640 avec 10 % FCS a 5 % 
de C0 2 a 37°C. Pour la modification de la temperature, les cultures sont placees 
dans un second incubateur a 32°C. Pour tous les essais effectues dans cette 
etude, les cellules sont testees apres 12 et 24 heures pour la presence 
d'apoptose. 

Etude des ADNc differentials 

Pour effectuer les tests dans des conditions experimentales 
standards et pour obtenir une reproductive totale des resultats, les 
modifications suivantes au protocole d'origine (1) ont ete effectuees. 

On utilise toujours des ARNm polyA* purifies deux fois sur colonne 
d'oligodT utilisanr Fast Track (Invitrogen, San Diega CA). Apres transcription 
reverse (M-MLV Reverse Transcriptase, Gibco BRL) sur 0,05 ug de polyA* 
utiiisant 20 uM de chacun des dNTP (Boehringer-Mannheim), aucun dNTP 
additionne n'est ajoute au melange de PCR final. Un "hot start" a 94°C 
pendant 5 minutes est effectue avant la PCR (GeneAmp PCR system 9600 
Perkin Hmer Cetus). Les echantillons sont refroidis rapidemenr. sur de l'eau 
glacee. Un "touch down" (2) de 10 cycles de 50'C a 40 S C est effectue (94°C 30 
secondes - 50'C 1 minute - 72°C 30 secondes), suivi par 3 5 cycles (94°C 30 
secondes - 40°C 1 minute - 72°C 30 secondes) et une extension finale de 5 
minutes a 72°C. Les produits de la PCR sont scpares sur gels de polyacrylamidc 
a 6 % non denaturant (4). Les gels sont exposes sans sechage. Chaquc 
presentation differentieile est effectuee en comparant M1SG et LTR6 a 37'C ci 
apres 4 heures d'incubation des deux lignees ccllulaires a 32 3 C. 

La procedure de presentation differentieile est repetee dans 3 
experiences differentes pour confirmer une parfaite reproductibilite. 

Les bandes exprimees differentiellement sont decoupees a partir du 
gel, eluees et reampiifiees (1). Les produits de PCR sont sous-clones en 
utiiisant le systeme TA-cioning (Invitrogen, San Diego CA) en suivant les 
indications fournies. 

Pour chaque reaction de ligation, 10 clones recombinants sont 
sequences en utiiisant le systeme automatique ABI. 
Extraction des ARN, analyses et sondes Northern blots 

L'ARN total est extrait avec du Trizol (Life Technologies). Les ARN 
poly a* sont prepares en utiiisant le kit OligotexdT (Qjagen, CA). 3 0 ug de TARN 
35 total ou 2 ug d'ARN polyA* sont separes sur agarose 1 %/l x MOPS / 2 % gel de 
formaldehyde, transferes sur membrane de nylon (Hybond N-, Appligene, 
France) comme cela a ete decrit precedemment (5). Les Northern blots sont 



20 



7^ 



30 



WO 97/22695 



11 



PCT/FR96/02061 



10 



35 



hybrides avec des sondes marques au P3 2 sur les inserts TSAP et TSIP et laves 
comme decrit precedemment (5). Pour verifier ['induction de la fonction 
du p53 sauvage, les Northern blots sont hybrides avec une sonde cycline C 
(6). A litre de controle pour la quantite d'ARNm chargee. les blots sont 
hybrides avec une sonde GAPDH. Differents Northern blots (Clontech CA) 
sont utilises dans des conditions identiques et hybrides pour le controle avec 
une sonde p-actine. Les produits de RT-PCR pour LTR6 sont amplifies en 
utilisant lesamorces siah lb suivantes : 5'CAGTAAACCACTGAAAAACC3' et 
5'CAAACCAAACCAAAACCAC3'. Le produit de PCR sous-clone est utilise comme 
sonde controle de siah lb. Les Northern blots sont exposes pendant 10 jours 
a - 80"C. 

Slot blots 

La reproductible des resultats obtenus par les analyses Northern 
blot. Les blots sont prepares (Bio-Rad. Hercules CA) en placant les produits 
15 de PCR (200 ng de Zeta-Probe Blotting Membranes. Bio-Rad. suivant les 
instructions du fabricant) de clones TSAP et hybrides avec une sonde ADNc 
marquee au P32 (Superscript II Gibco-BRL, Life Technologies) correspondant 
a 1'ARN des cellules, LTR6 incubees a 37'C et ensuite 4 hcures a 32'C. Le 
produit de PCR du clone contenant la cycline G est egalement depose sur les 
membranes et utilise comme controle positif. Les Slot blots sont exposes une 
nuit a - 80 3 C. 

Analyse quantitative des images 

Celle-ci est effectuee en utilisant un imageur 1200 p (Biospace 
instruments, Paris. France) sur les deux Northern blots (pour TSIP 1 et TSIP 
2) et sur les Slot blots pour tous les controles ADNsc et TSAP 1 a 3. Pour 
l'analyse quantitative representee dans les graphiques de la figure 1 on 
soustrait un nombre constant de chaque pic. Cette constante est calculee en 
mesurant la valeur moyenne du bruit de fond dans les slots qui ne 
contiennent pas d'ADNc. Les resultats du e imageur ont etc obtenus en 
comptant les slot blots une nuit et en les confirmant par autoradiographic 
avec des temps variables d'expositi.on. Ces autoradiogrammes montrent les 
memes variations qualitatives relatives entre les activites a 32'C et a 37'C que 
les mesures effectuees avec le p imageur. 
Hybridation in siru (7. 8) 

Les cellules sont lavees 3 fois dans un tampon phosphate salin 
(PBS) "cytospinned" et fixees par du paraformaldehyde a 4 % dans PBS 
pendant 10 minutes puis conservees dans 1'ethanol a 70 %. Des transcrits 
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d'ARN marques a la digoxigenine- 1 1 -uredine-5 '-triphosphate (DIG) ct a la 
biotine-1 1-UTP de TSAP 3 sont utilises dans les analyses suivant la procedure 
decrite precedemment (Boehringer-Mannheim). Pour la detection des 
souches marquees a la digoxigenine hybridee les tranches sont incubees 
5 dans SAD-10 (10 nm d'anticorps anti-DIG de mouton marques a Tor a 1/1000 
de dilution, Biocell UK). L'analyse est effectuee en utilisant de la microscopie 
a laser confocal. 
EXEMPLE 1 

L'etude differentielle des ADNc par la methode de Liang et Pardee 

10 permet de disposer d'un outil tres puissant et efficace pour detecter les 
variations dans 1'expression des genes. Neanmoins, il a faliu modifier 1c 
protocole original commc cela a ete indique precedemment afin d'ecarter 
certains problemes de reproductibilite observes lorsque Ton applique la 
methode telle qu'elle est decrite a 1'origine. 

15 On a pu mettre en evidence une reproductibilite totale lorsque dans 

la methode PCR on introduit un "hot start" suivi par un "touch down". 

Les bandes exprimees differenttellement apres isolement ct 
reamplification sont neanmoins souvent contaminees par des bandes 
provenant des ARN qui migrent dans les regions voisines de 1'ADNc, si Ton 

20 utilise directement ces sondes sur des Northern blots ceci conduit a des 
erreurs. On a done sous-clone les produits de seconde PCR et fait effectucr les 
analyses des Northern blots utilises a defaut de recombinant a sonde simple. 
Le sequencage systematique d'au moins 10 sous-clones recombinants pour 
chaque bande selectionnee a montre qu'il etaii trcs efficace pour 

25 selectionner les clones d'interet. 

Le gene p53 est, dans l'etat aciuel de nos connaissances, le 
suppresseur tumoral qui est mute dans le plus grand nombre de cancers 
d'origines tres diverses, et t'utilisation du mutant sensible a la temperature 
val-135 p53 s'est deja montree precedemment fournir des informations tres 

30 importantes concernant le fonctionnement du p53 sauvage en induisant, <:oit 
l'arret de la croissance cellulaire en phase G-l, soit Tinitiation du 
programme de mort cellulaire. 

Jusqu'a maintenant, les voies moleculaires en amont et en aval de 
p53 et qui conduisent a la suppression tumorale etaient encore peu claires. 

35 Jusqu'a maintenant un certain nombre de genes en aval de p53 ont 

ete identifies, il s'agit notamment de gadd 45, mdm 2, mck, "Mouse 
endogenous retrovirus" LTR, p2l-waf et Cycline G. 
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La presente invention a permis de mettre en evidence ! existence 
de 1 1 genes qui sont exprimes differentiellement dans les cellules exprimant 
le p53 sous sa forme suppresseur actif ou bien dans des cellules tumorales 
exprimant le gene p53 non actif. 

La figure 1 montre la quantification des signaux d'hybridation 
correspondant a l'expression differentielle de 8 de ces genes qui sont actives 
a 32°C, c'est-a-dire dans lesquels la fonction de p53 sauvage est activee ct 
conduit done a l'apoptose des cellules, ces genes qui sont actives seront 
denommes ci-apres TSAP (pour Tumor Suppressor Activated Pathway), par 
contre on constate que dans deux experiences 2 genes exprimes a 37'C sont 
en partie inhibes a 32'C, ce qui impliquerait qu'ils sont inhibes durant la 
mort cellulaire programmer ces genes ont ete denommes TSIP (pour Tumor 
Suppressor Inhibited Pathway). 

L'analyse des homologies des differentes sequences activees de 
15 TSAP 1 a TSAP 3 a montre qu'il s'agissait la de genes deja connus. Par contre, 
les autres ADNc TSAP 4 a TSAP 8 ne montrent aucune homologie significative 
avec des genes connus. 

Pour l'ADNc TSIP 1 qui est inhibe dans son expression pendant 
l'apoptose, il ne montre aucune homologie avec des genes connus. 

Pour l'ADNc TSIP 2 qui est egalement inhibe dans son expression 
pendant l'apoptose, il montre une grande homologie avec le transcript S1S2 
du gene ADS implique dans les voies metaboliques de la maladic d'Alzheimer 
(Sherrington et al.) (figure 8). 

Par consequent, il est possible d'agir sur les voies metaboliques 
de la maladie d'Alzheimer en agissant sur les voies metaboliques p53 
dependantes. 

La presente invention a done egalement pour objet, a titre de 
medicament, un compose assurant ('expression cellulaire de TSIP 2 destine au 
traitement de la maladie d'Alzheimer ainsi qu'a titre d'agent de diagnostic 
pour la determination de la predisposition a la maladie d'Alzheimer. tout ou 
partie de la sequence de TSIP 2 a utiliser comme sonde nucleotidique ou 
comme amorce d amplification ainsi qu'un amigenc correspondant a tout ou 
partie des proteines codees par TSIP 2 ou les anticorps. notamment les 
amicorps monoclonaux correspondants, eventuellemem apres culture. 
35 L'hypothese que 1'on peut faire sur ces genes inhibes dans leur 

expression par le p53 sauvage est qu'ils peuvent coder pour des sequences 
oncogeniques qui seraient regulees en aval du processus de suppression 
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tumorale ou encore qu'il s'agii de proteines de structure ou du cvtosquOtie 
pour lesquelles la regulation en aval de 1 -expression est concomitante de la 
mort cellulaire par apoptose. 

TSAP 1 est homologue a la phospholipase C beta 4 de rat La 
sequence de TSAP 1 presente 100 % d'identite avec la PLC entre les 
nucleotides 3967 et 3985 ; 82 % entre les nucleotides 3986 et 41 16 et 85 % entre 
les nucleotides 4070 et 4220 (figure 4). La PLC est connue pour etre impliquee 
dans la voie de signalisation des recepteurs de la tvrosine-kinase et 
pour catalyser l'hydrolyse du phosphaiidylinositoM.S-biphoiphaie ' en 
diacylglycerol et inositol- 1 ,4.5-triphosphate. Toutefois. la presente etude 
suggere que la PLC est une cible en aval dans l'apoptose a mediation P 53. 

TSAP 2 montre des sequences conservees (92 % d'identite entre les 
nucleotides 259 et 299 ; 100 % d'identite entre les nucleotides 418 et 458 et 9? % 
d'identite entre les nucleotides 645 et 685) avec la proteine digitee au zinc 
(ZFM 1) qui est localisee dans le locus Multiple Endocrine Neoplasia (MEN 1) 
(figure 5). MEN 1 est un desordre dommant autosomal associe avec le 
developpement de tumeurs affectant le lobe amerieur des glandes pituitaires 
et parathyroides et les cellules des Hots pa^creatiques. II est particulierement 
interessant d 'avoir mis en evidence qu'a la fois ZFM et une isoenzvme de PLC 
sont colocalises dans la meme region chromosomiquc llql3 contenant lc 
gene de susceptibilite a MEN 1. Chez la souris. les regions homologues sont 
localisees sur le chromosome 19B. Le fait de trouver que TSAP 1 ct TSAP 2 sont 
acmes en reponse a P 53 peut suggerer que ces genes appartiennent a unc 
voie de suppression des tumeurs plus globalc et que p53 peut cooperer av ec 
MEN 1. 

TSAP 3 est identique a Siah lb. Ce gene est Phomologue chez les 
vertebres du gene Drosophila seven in absentia (sina). Le clone decrit 
presente 94 % d'identite avec I'homologue murin (nucleotides 1496 a 1634) 
(figure 6). Par analyse Northern blot en utilisant une sonde TSAP 3, on a pu 
detecter une expression differentielle d'un messager de 1.9 kb de ce gene 
(figure 2A). Ceci est confirme en utilisant une seconde sonde correspondant a 
la meme region de la sequence siah lb decrite (figure 2B). ;^ figure 2C 
montre la distribution tissulaire de ce gene en utilisant une sonde TSAP 3 qui 
detecte a la fois l'ARNm de 1.9 et de 2.4 kb correspondant aux resultacs 
3d mentionnes precedemment lorsqu'une sonde siah est utilisee. L'hybridation 
in situ montre que l'ARNm de TSAP 3 est induit rapidement 1 hcure apres 
reduction de 1'apoptose (figure 3D). Son expression augment- apres 2 et 
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4 heures (figures 3E et 3F). Dans les cellules qui sont entrees en mitosc aucun 
signal n'est detecte. 

Carthew et Rubin ont montre que seven in absentia est necessaire 
pour le developpement de l'oeil de la drosophile. D'autre pan, des mutants de 
5 ce gene dans la drosophile montrem un role beaucoup plus general dans le 
developpement. L'homologue murin est subdivise en deux groupes siah 1 et 
siah 2 et ces proteines montrent un degre de conservation tout a fait 
inhabituel par rapport a drosophila seven in absentia. 

Nos resukats one montre que TSAP 3 / siah lb est active dans le 

10 programme de mort cellulaire dans les cellules Ml induites par le gene 
suppresseur de tumeur p53. Comme ce gene code pour une proteine digitec au 
zinc nucleaire, il pourrait etre un facteur de transcription regulatcur qui est 
en aval du signal de p53. Les resukats montrent egalement un lien direct 
entre les genes concernant le developpement chez la drosophile et une voic 

15 majeure de suppression tumorale. 
EXEMPLE 2 

En utilisant le fragment d'ADNc murin (TSAP 3), decrit ci-dessus, 
obtenu par analyse differentielle d'ARNm, on a constitue une sonde pour 
isoler un fragment de 1,1 kb d'une librairie d'ADNc humain qui ensuitc a ete 
20 expanse jusqu'a la region codante entiere par une RACE-PCR. 

La figure 7 montre PADNc et la sequence d'acides amines du gene 
humain sina (TSAP 3). 

Cette sequence code une proteine de 282 amino-acides avee un 
motif digite au zinc C3HC4. Cette proteine presentc egalement des analogies 
25 avec des proteines capables de sc fixer sur TARN. \jx sequence en amino- 
acides est tres conservee entre la Drosophile, la souris ei le gene humain 
(figure 7). 

La distribution tissulaire indique que le sina humain est exprime 
de facon ubiquitaire et code pour un ARNm de 2,3 kb et, dans le placenta, il 
30 existe un transcrit additionnel de 2,5 kb. 

En analysant des YAC du CEPH et des librairies BAC par PCR, en 
utilisant des amorces sina humains specifiques, on a pu isoler 8 YAC (350- 
1000 kb) et 2 BAC (100 et 125 kb). 

La fluorescence par hybridation in situ (FISH) utilisant les clones 
35 YAC et BAC montre que le seven in absentia est localise sur le chromosome 
1 6q 1 2- 1 3, e'est-a-dire dans une region contenant les genes suppresseurs de 
tumeurs candidat dans differents cancers, notamment : cancer du scin (9), 
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tumeur de VVilrn's (10-12). ssndrome de Laurence-Moon-Bard et-Biedl (13), 
syndrome de Beckwith-Wiederman (14). 

Comme cela a ete indique dans la demande de brevet frangais 
N° 95 15 146, on a trouve que des transfectances stables de cellules Ml 
5 murines avec le mutant p53 sensible a la temperature montraient Tactivation 
de seven in absentia apres induction de l'apoptose a 32°C. Etant donne que le 
TSAP3 murin a ete isole dans un modele d'apoptose induit par le gene p53, il 
etait logique d'approfondir l'analyse du gene TSAP3 (HUMSIAH) dans un 
modele d'apoptose physiologique humain. 

Ce modele est decrit dans Pintestin ou les cellules migrent du fond 
de la crypte vers la region apicale des vilosites ou ellcs meurent par apoptose 
avanr d'etre larguees dans le lumen. Ces cellules en apoptose sent 
specifiquemem marquees par la technique TUNEL 

D'autre part, ces memes cellules sont positives par hybridation in 
15 situ pour le gene TSAP 3 (HUMSIAH) dans l'apoptose physiologique chez 
l'humain. 

Enfin, afin d'investigucr I'implication du gene TSAP 3 humain 
dans la suppression, des tumeurs, on a utilise un- modele base sur Pensemble 
des genes plutot que sur un seul gene. Ce modele repose sur les proprietes 

20 biologiques du parvovirus H-l. 

Des rccherches trcs completes dans ce domainc ont montrc sur ies 
20 dernieres annees que le parvovirus tuc prcferentiellemcnt les cellules 
tumorales alors qu'il cpargne leur contrepartie normalc. 

De facon a elaborer un modele. on a fait Thypothesc suivantc : s'il 

25 etait possible de selectionner, a partir d'une tumeur qui soil sensible a I'efret 
cytopathique du parvovirus H-l, les cellules qui ctaient resistanies, cette 
resistance pourrait etre due a un changement de leur phenocype malin. Ceci 
a pu etre demontre pour les cellules KS selectionnees~a partir des cellules 
erythro-leucemiques K562 humaines. Tandis que ies cellules parentales K562 

30 sont sensibles a I'effet cytopathique du parvovirus H-l, les cellules KS, elles. 
sont resistantes. Ces cellules resistantes reexpriment le type sauvage de p53 et 
ont un phenotype supprime a la fois in vitro et in vivo. 

Pour confirmer ces observations sur d'autres cellules, on a 
seiectionne, a partir d'un monoclone d'une leucemie monocytaire U937 

35 humaine, les cellules filles US3 et US4. Ces clones sont resisi:ants a i'effet 
cytopathique des parvovirus H-l et montrent une reversion du phenotype 
malin in vivo. L'analyse de marqueurs de surface pour 20 cellules, indique 
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qu'il n'y a pas de emplacement dans le stade de differentiation entre U937 et 
les clones US indiquant que la suppression du phenotype malin n est pas due 
a une differentiation terminale. 

Ni les cellules K562 ni les cellules U937 n'expriment p53. Par 
contraste aux cellules KS qui reexpriment p53. les cellules US 3 et US4 ne 
reexpriment p53. Toutefois, on a pu rnettre en evidence le fait que les cellules 
US3 et US4 montraient ('activation dc VVAF-1 par rapport aux cellules 
parentales malignes U937. Une telle activation de WAF-1 dans une voie 
independante de p53 alternative a ete recemment decrite et les resultats 
actuels montrent que les clones US3 et US4 utilisent. semble-t-il, cette voie 
alternative VVAF-1. 

Le gene sina est active par le type sauvage p53 inducible dans les 
cellules Ml de meme que dans les cellules KS qui reexpriment le type sauvage 
p53. 

15 Tandis que les cellules parentales U937 expriment tres legerement 

1'ARNm de sina, il est active dans les clones filles US 3 et US4 qui ont une 
reversion de leur phenotype malin et qui reexpriment p2l*aM. 

De facon interessantc, sina est active dans les cellules qui 
deviennent apoptotiques, comme cela est montrc par un double marquage 
utilisant une sonde sina pour hybridation in situ combinec avee un essai 
TUNEL 

Ceci permet de demontrer que le gene sina humain qui est tres 
conserve dans la phylogenie joue un role dans l apoptose ct ia suppression 
tumoralc. 

De facon encore plus importante, sina se situe au croisemcnt des 
voies de p53 et de VVAF-1. 

En outre, en utilisant le modele de U937 et US 3 et US-4, on a pu 
montrer un lien fonctionnel pour les molecules suppresseurs en utilisant un 
modele biologique global qui permet la comparison a des niveau* 
moleculaires entre les cellules malignes parentales et les cellules filles 
directemeni derivees. Ces experiences indiquent qu'il n'est pas necessaire de 
transferer les genes suppresseurs de tumeur humains specifiques de facon a 
leur conferer le phenotype suppresseur. mais que la reversion tumoralc est 
sous le controle d'un systeme de regulation qui est toujours present dans le 
35 materiel genetique des cellules tumorales bien qu'il soit necessaire de le 
reactiver. 
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TABLEAU 



CARACTFRISTIOUES DPS n nMK 



10 



15 



20 




25 



* Les chiffres et les sequences des amorces en 5' correspondent a ceux 
rapportes par Bauer et al. (4) 

* Rat phospholipasc C-beta 4 ARNm (RATPHOSCB) 

§ ARNm humains (HUMMEN1C: HUMZFM1C: HUMZFMIA: HUMMEN1A) 
•.' siah-lB ARNm (MMSIAU1B) 

*AD3. transcript S182 ARNm murin (homologuc S1S2 ARNm humain. 
(Sherrington et al.). 
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INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 1 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

( B ) TYPE: nucleotide 
5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : iineaire 
( i I ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 1 
10 ( B ) EMPLACEMENT: 

( xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 1 : 
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TSAPl 

10 • TCATCACCTAC 



r a c PLC CTTCTTCTACTTAACAATTTGACTATTGAATTTCTTTGGCCA^CCA-AAAGTAGCTATCTAC 

3970 3980 3990 4000 4010 4020 



20 30 40 50 60 70 

TSAP1 ACAC AC AC AC AC AG AG AG AG AG AG AG AG AG AG AG AGGGCG AG AC AC AG AC AG AG AG AG AT 



racPLC ACACACACACACACACACACACACACA C AC AC AC AC AC AC AC AG AAA T 

4030 4040 4050 4050 



80 90 100 110 120 130 

TSAPI CCCCTATTCCTGACAGGCAGAGTTGAATCATGATATATGGCTTAAACATGTTTGCTATGA 



rat PLC CCCCTATTCCTGACAGGCAGAGTTGAACCATAATCCACAACTTAAACATGTTGCCTAGGG 
4070 4080 4090 4100 4110 4120 
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140 150 160 170 190 190 

TSA? i GACAGCATCACAAGCCAGTGGGCTTGGTGATAACAACTCTGCT"nGTCCTGCATTAGGAC 



10 



30 



* * * • 



ra t PLC GACAGCATCACAAGCCAGTGGGCTTGGTGATAACAACTCTCCTTTCTGGTGCATTAGGAC 
4130 4140 4150 4160 4170 4180 



200 210 220 230 

TSA?1 1 ATTTTTGAGCTGCTGCTGCTGCAAA- AAAAATAAGAGCCG 



rat PLC ATGTTCGAGCTGCTGCTG - - GAAAAGGAAAATTAGTGCATTACTACTTTAATCCCAAG CG 

4 190 4200 4210 4220 4230 4240 

15 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 2 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
20 ( D ) CONFIGURATION : lineaire 

( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 2 

(B) EMPLACEMENT: 

25 ( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 2 : 



TSAP2 

10 20 30 4G 50 60 

TSA? 2 CCTTGGAACCA.ATCTACAACAGCGAGGGG.AAGCGCCTTAACAC':CGAGAGTTCCG7ACCC 

hun;f.T.lc . *eq CCCCTGACCCCATCTACAATAGCGAGGGGAAGCGGCTTAACACCCG AGAGTTCCGCACCC 

250 260 270 280 2SC 300 



35 
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21 

70 80 90 100 I1C 120 

TSAP2 GCAAAAAAAAA-\-^TCTCTTGTGTTTTCCTAAGCTTTTCCCTCTCCTAGGGAA.-\GATCAGT 



10 



30 



humzfmlc . seq GCAAAAAGCTGGAAGACGACCGGCACAACCTCATCACACACATGCTTCCACTCAATCCGG 

310 320 330 340 350 360 



130 140 
TSA?2 AAGTCCCTGGTTATAGATTGGTT 



hu^: fmlc . seq A TT T C AA G C C A C C T G C A G A T T A C AAA C C T C C A G C AA C A C G T C T G A G T G A 

370 330 390 400 4 10 

15 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 3 

( i ) CARACTERiSTlQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
20 (D) CONFIGURATION : lineaire 

( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTER1STIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 3 

(B) EMPLACEMENT: 
( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 3 : 



TSAP 3 
10 

TSAP3 3 



i i t 



* • • * »j 



.TLHSianlb.seq ™ctaaaatatttctgaactttgtatttgttgtagattcattctattcttgaca.^tttt 
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15 



7^ 



30 



77 



20 30 40 50 50 70 

T SAP 3 CGGGGTGGGGGTGTGCCTGCACACATGCCTGCACGTGTC7GCT7GGTTTTCC7TTAACAA 



^> rrjnsiahlb . seq CGGGGTGGGGGTGTGCCTGCACACATCCGTGCACGTGTGTCCTTGGTTTTCCTTTAACAA 

1510 1520 1530 1540 1550 1550 



80 90 100 110 120 130 

10 TSAP 3 GCCAT CTACCTCTCATAGCCCACTGTTTTCCCCTTCTCACTCAACACATAGTCCTCCTCT 



r.T.siahib. seq CCCA7C7ACC7C7CA7ACCCCAC7C7777CCCC77G7CAC7C AACACA7AG7CC7CC7C7 

1570 1580 1590 1500 1510 1520 



140 

TS A ? 3 GGTTTGGGTT7GC7 



20 --sidr.io.seq ggttttggtttgg~tccttttcctttttcatgtctgtctat~cataa~ttta~::ta 

1530 1540 1550 1550 1570 1553 
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23 

INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 4 
( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

( B ) TYPE: nucleotide 
5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
(it) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 4 
10 ( B ) EMPLACEMENT: 

( xi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 4 : 

TSAP 4 

AACTCCGTCG TGGGTGTGGG GACCTAATTC CTTATATTTT 

15 

CTGTGCCTTT CCCTAATCCA CTTATACTAT T T C C ATT AA C 

CTTTATATTC ACTGCCATCG GTAGGAATCC TCACGGTG AA 

GAAGCCCTCA TTTTCAGTTG GC 2 02 

20 INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : S 

{ i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 
(C) . NOMBRE DE BRINS: simple 
25 (D) CONFIGURATION : lineaire 

( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 5 

(B) EMPLACEMENT: 
30 ( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 5 : 



i jCu i AACC TTAGTT AAGG 
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TSAP5 



10 



15 



20 



7=; 



30 



TAACAAGCAT ATTCAGGTTC CGCATTCCTT TCCTAAGCGA TGATCTCAAC CTCCACGTGC 
AACTGATTTC CCAAGGGACA GAAATGGTCT TTGATCTTTC TGAACCACTT GTCTTCAAAC 
TCTTTGGAGG ACCCAACCAC CATGGCACTC AGGGCTCCGG CGCCCACACA CTTCACCTCC 
GAATGAAGCT CCTCTTTTAT CTTTTCTGGG ACAATGTCTT CCCCCATAGC CTCCTCCATC 
AACACCAAAC TACCTTCCCT AAAGTTGAAG TCCTTCACTT TCCCTCCAAT TTCCTCCTGA 
CTCCTCAACT TCTTCTCCAA CGCGAATGAT GTTTGCTGAG ACTGGGCGAG CTGAAGCAGG 
ACCCTCCCCC GGAGCAAAAA GGCCCATGCT TTCCTCCCAG CCTCCATCTG TCCCTCTTCC 
CTCCCCCTTG CCAGGGAAGG CATATTCTC CTGAGCAC7A CCACTCGCTT CCACGGAGAC 
CACTGCATTC TCAGGCAAGG TCCTCGGCAA AGACAAAAGA GACCCTGTTC CCCAGTCTAC 
AGAGGAGGGA CCGACGGCCT TGTCACTTGA CGCACAACTC TTCTGTCCCT CCGCTGACAC 
CCTGCTGGCA GGCCGGGCCC TGGACTCAGG TATCCCTCTG CCACCTTACA CCAGCTCCAC 
GGCTTGAGCG GGTGCAAACC AATCAGCTTG TGCAGGCAGA AGATCGTCTC CTCCCCCCTC 
TGCAGCCTGG AAAAGACGGC CAGCTCGAGC TGGACCACCA CCGTCAGATG CTCTGTCTTC 730 
CTCCCTTTGC TTTCCAACTC TCCCGCCATC TCCACCCCCT CCTCATCCCT CCCAACTCAC 84 0 

CCAGACACCG ACCCTGGCCT TCTTGGACAT CCCTTTTCAT CGCAAAATTA GTAGATGCTA 
ATGTTCGGAG ATATGCAGTA TTCCTGCACC GCTTTCTCGT ATTCCTCTCC TCTGTAGCCC 9 50 

AGCTCCCCTC TCAATTTCTT GAGACTGAGA ACTTCAATAT CCTCACTACA TTCTCTCTCT 1020 
TCATAAAACC ATGCGGCTCG CAGACCTTGC CCCGGTAGGG GGAGGGCGGC TCGGGCCCGC 
GCTCCGGCCT CTGCTCCAAC ACCGAGTCCT CAAATTCGCC CCCCAGCACC CACGATCCCG 
TCTCCATCGC CCGGAACTGC AACTGGACCT CGAAACGAGG CGACACCTAC AGCGACCCCC 
ATCACCCAGC CTCCAAACCC CGCGACACCA CCCGCGCCAA GCCTGCCGAC CCAAGCTAGA 
GACCTGCCCC GGCGGCCCCT CGACCCCTAT AGTGAC7CGT ATTAGGATGC 



SO 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 



900 



1080 
1140 
1200 
1250 
1310 
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INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 6 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

(B) TYPE: nucleotide 

5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 6 
10 (B) EMPLACEMENT: 

( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 6 : 

TSAP 6 



20 



25 



30 



50 
120 
130 
240 
300 



15 C7CAG7ACAT ATCACATGTA TGGGG7C7CA TTCTGAGTAT CTCAGTT7AC ACC7GGATCC 

• CAGGAATTAG GATCTCACCC ACCCACCCA7 ATATCA7CAC C7CGC7C7GC ACCA7CCAGA 
AAAGAGACCC GAACCCAGCT CAGGGCCCCC ACAACCCA7C 7CCACT7CCA GGCCC7CACA 
CGTGGCTTGT TTTCTCCCCC TC7G7G7GG7 CGCCGGACAG CA7GAAC77G ACAGCCCCA7 
CTTTCTCCCA CCCCC7GCGG A7C77GGTGA G7C7GCGG77 7GAGGCAGGC CAGGAGGAAG 
AGGCCC77GG CCAGGATCAT TCACACAGGG GCAGGGAGCA GCC7GAC7G7 GGAA7C7GGG 3 50 

GCGGGCAGGT AGAAC77GX7 AGTCGTTTTT CCTNCAAAAC GCACGGCTCC AGCCG7AGG7 4 20 

GAG7GTG7GC ATTG7GC7GA GTA7CAGGGC CACGAACCCC AG7GTGGACT GCACGAAGC7 
GAAC7CC7TC CAG77GAGGC AATTAGCAAT GGACGGGACC GAGG7GACAG CCAGCAGCGA 
CAACATCCCC AGGGCCAGCA CACCCAGGGA CAGGTATA7C TCCATCC7CC AGACTTCT7C 
CTCAGCCCAG AGGCGGC7CT TG77GGCCAG GACCTCC77C ACACCCAGA7 7GACCAGC7C 
C7AGGCGGTG GGAGCGGCGC AGCGGCAGGC AGAAGC7G7A GAGAGCG7GC AGCA7CCCCA 
AGAAGAAGC7 GAGCAGCCCG ATC7GCTTGC GATGCTGCAG CGAG7CC7CG AGCCAG7C7G 
GGAAGCGCTG G7ACT7GG7C CCCC7CCGCA CCTGAACCGC AGC7GCCAGC ACACCGGCCA 
GGTACACTAG GGACAGCAGC ACA7AAGCCA CACAGGGTAG 7G7GG7C77G ACCACACACA 

AGGCCA7C77 CTAAAACT7C TTCTCA7C7T TCCGAATC^; • v- - r~ i-r-r., 

TGAAATTCTA GCTCTANAAN CACACAAAGA CCCCAGTGCC CAGGAACCTG CGCCCCTTCC 



430 

600 
6 50 
720 
780 
340 
900 
950 
1020 
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26 



AGAATGGAAG CAACCNCAGG GGTTTNCCTT CTACCTCCCT CNCTCAACCC CAN3GATCCA 
TNTCCAGGGG TTNAAACCAT NGGGCGTGCA TCTCTGAAAA TCCTCNCTTS CNT7CTCGTK 

■ 

GATCAMTGCA AATAACNCCT OCCTGTTCCM TCCCTTCCCG CCACCCTNTN GGCCCCATCC 



1080 
1140 
1200 



CAA 



1203 



10 



15 



INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N' : 7 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

( B ) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 7 

( B ) EMPLACEMENT: 

( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N* 7 



20 



TSAP7 



ATTCTTTA TTTCAGTCTC TGAAACCCTC CT 



TCCATTTTCA AACCAGCCTT TACTGTGGCC - 



60 



120 



ATGTTAGCAC CTGTGCATAG 



140 



30 



35 



INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° : 8 

( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 8 

(B) EMPLACEMENT: 

( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 8 
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TSAP8 

CACGTNAAAG TACCACATCC NCCCCCATTG GTAGATATTG ANAGAGTATA 7ANA7ACCNC 

GAAGCACAAT CTCTTCCCTT CCTNTGTACA CCTCAMACCC AGTGACTTCC NACCNAACCN 

5 CNTGAN7CTN TTTGTNGATA TGAGTGTCTG NGTGTCTCWA TNTCCGTCTC ACATGTATGC 

GACGACCNAC CCCACCCCCA GCGGCCTTCA NGCACAATMG AGG ACGCCT A TN'GTGGATAC 
GNGCATCGGT_ AAANAGC 2 57 

INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N° ; 9 
10 ( i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE 0E BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
15 ( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSIP 1 

(B) EMPLACEMENT: 

( xi ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 9 : 
20 TSIP1 



ACTTAATT GG GA.AGG7CATC TGATTCCGGC CATCTTCTCT CCC77TACCA A 

25 INFORMATIONS POUR UK SEQ ID N° : 10 

{ i ) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 
( B ) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
30 ( D ) CONFIGURATION . lineaire 

( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSIP 2 

(B) EMPLACEMENT: 

35 ( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 10: 



» ^ 
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TSIP2 



10 



15 



CACCGGTGAGACCTCTAGGGCGGGGCCTAGGACGACCTGCTCCGTGGGCCGCGAGTATTC 60 

GTCGG AAACAAAACAGCGCCAGCTGAGGCGGAAACCTAGGCTCCGAGCCGGCCGCCCGGC 12 0 

^ CGCGGAGAGAGAAGGAACCAACAC AAGACAGCAGCCCTTCGAGGTCTTTAGGCAGCTTGG ISO 

AGGAG.\ACACATGAGAGA.\AGA.\TCCCAAGAGGTTTTGTTTTCTTTGAG.^GGTATTTCT 2 4 0 

GTCCAGCTGCTCCAATGACAGAGATACCTGCACCTTTGTCCTACTTCCAGAATGCCCAGA 3 00 

TGTCTGAGGACAGCCACTCCAGCAGCGCCATCCGGAGCCAGAATGACAGCCAAGAACGGC 3 60 

♦ 

AGCAGCAGCATGACAGGCAGAGACTTGACAACCCTGAGCCAATATCTAATGGCCGCCCCC 4 20 

AGAGTAACTCAAGACAGGTGGTGGAACAAGATGAGGAGGAAGACGAAGAGCTGACATTGA 4 3 0 

AATATGGAGCCAAGCATGTCATCATGCTCTTTGTCCCCGTGACCCTCTGCATGGTCGTCG 5 4 0 

TCG7GGCCACCATCAAATCAGTCAGCTTCTATACCCGGAAGGACGGTCAGCTAATCTACA 6 C 0 

CCCCATTCACAGAAGACACTGAGACTGTAGGCCAAAGAGCCCTGCACTCGATCCTGAATG 5 60 

CGGCCATCATGATCAGTGTCATTGTCATTATGACCATCCTCCTGGTGGTCCTGTATA.^.T 7 2 0 

ACAGGTGCTACAAGGTCATCCACGCCTGGCTTATTATTTCATCTCTGTTGTTGCTGTTCT 7 3 0 

TTTTTTCGTTCATTTACTTAGGGGAAXJTATTTAAGACCTACAATGTCGCCGTGGACTACG 8 4 0 

TTAC AGTAGCACTCCT.-_-.TCTGGA.\TTTTGGTGTGGTCGGGATGATTGCC ATCC ACTGG A 9 0 0 

AAGGCCCCCTTCGACTGCAGCAGGCGTATCTCATTATGATCAGTGCCCTCATGGCCCTGG 9 6 0 

tatttatca.^gtacctccccg;^tggaccgcatggctcatcttggctgtgatttcagtat 1 0 2 z 

ATGATTTGGTGGCTGTTTTATGTCCCAAAGGCCCACTTCGTATGCTGGTTGAA^C AGCTC 10 3 0 

AGGA_-„\G.\AATGAGACTCTCTTTCCAGCTCTTATCTATTCCTC.\AC.^TGGTGTGGTTGG 114 0 

TG AA. T ATGGC TG AAGG AG AC C C AG AAG CCC AAAGG AG GGT AC C C AAG AAC C C C AAG T ATA 1 2 C 0 

AC AC AC AAAG AGC GG AG AG AG AG AC AC AG G AC AGTGG TTC TGGG AAC G ATG ATG GTGGC T 12 5 0 

TCAGTGAGGAGTGGGAGGCCCAAAGAGACAGTCACCTGGGGCCTCATCGCTCCACTCCCG 13 2 0 

AGTCAAtGAGCTGCTGTCCAGGAACTTTCTGGGAGCATTCTAACGAGTGAAGACCCGGAGG 13 8 0 

AAA. G AG G AGTAA-AA C TTGG AC TGGG AG ATT TC ATTTTC T AC A GTGT TC TGGTTGGT A~. GG 14 4 0 

CCTCAGCAACCGCCAGTGGAGACTGGAACACAACCATAGCCTGCTTTGTACCCATACTGA 15 0 0 

TCGGCCTGTGCCTTACATTACTCCTGCTCGCCATTTTCAAGAAAGCGTTGCCAGCCCTCC 15 60 

CCATCTCCATCACCTTCGGGCTCGTGTTCTACTTCGCCACGGATTACCTTGTGC AGCCCT 152 0 

TCATGG ACC AACTTGCATTCCATCAGTTTTATATCTAGCCTTTCTGCAGTTAG AAC ATGG 16 3 0 

ATGTTTCTTCTTTGATTATCAAAAACACAAAAACAGAGAGCAAGCCCGAGGACGAGACTG 17 4 0 

0D GTGACTTTCCTGTGTCCTCAGCTA.i.C^AiAGGCAGGACTCCAGCTGGACTTCTGCAGCTTC 18 00 

CTTCCGAGTCTCCCTAGCCACCCGCACTACTGGACTCTCGAAGGAAGCCTCTAC AGAGGA I860 



20 



25 



30 
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29 



10 



15 



INFORMATIONS POUR LA SEQ ID N* : 11 
( i ) CARACTERISTJQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 

( B ) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 
( i i ) TYPE DE MOLECULE : ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TSAP 3 humain 

(B) EMPLACEMENT: 

( x i ) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID N° 1 1 : 
TSAP3 humain 

msrqcacalpcgtskcppsc 
a. cgagccg ccagac tgc cacagcac :acc cacc^gcacc z cgaag: giccac ca :cccag 
10 20 30 40 50 5C 



rvpalcgccasnndiasl f 
aggg:gcc :gccc cgac cggcacaac cgca cccaacaa cgac c:ggcgag:c::: 
70 30 90 100 110 



». *— ■>« a g 
120 



cpvcfdyvlppi Lcccsghi 
:g:ccagcc:gc::cgac:acg:gc :accgcccaccc:ccaa:;:cagag:ggcca:c: z 
130 140 150 150 170 130 



v c s r. c r p !< 1 cccpccrgp 
20 g - - :c:agcaac :g:cgcccaaagc ccaca :gc:g:ccaac:cgccggggcc 

190 200 210 220 230 



- - -r — 
240 



3 1 

wcca 



r r. 1 a m e k v a p. s v 1 foe k v 
" tLcgcaaccrggccacggagaaag^ggccaa:ccag:ac::c:cccc :g:aaa:a: 
250 250 270 230 290 300 



25 



assgceiclphcek ad heel 
cc;:c ::c:gga:gcgaaacaaccct:gccacacacagaaaaa;cagacca:caagagc :c 
310 320 330 340 350 350 



ce frpyscpcpgasckwcgs 
:gcgagtccagccc:ta:tcccg:ccgcgccccggcgct:ccc cgcaaacggcaaggcccc 
370 380 390 400 4i0 420 



30 



1 c a v n p h i m h q h k s i c c 1 



c g 



c cggacgccgcaa :g:cccacccgacgcaccagcacaagecca::2caaccc :acaggga 
430 440 450 450 470 430 



490 

. I . w J> t_ 

ati-gcagccctig 
550 



1 a c d i n 1 p g a v c w v ~ 
::cccgccacagacac:aatccccccggc:gctgc:gaci:ggg:ga.:g 
500 510 520 530 540 



c £ h 



m 1 v 1 



v 



"-j *- 14 - *« i ■** v — t: q e .< y c 

ccggcLC"cac:tcatgc:ag:cttagagaaacaggaaaaa:acga £ 
560 . 570 530 590 500 



35 



g r. q c 
gg:caccagcag 



^aivqligcr:-:ca 
::cgcaaecg:acagcegacaggaacacgcaagcaagc:gaaaa: 
.620 630 640 650 550 



510 
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fayrlelnghrrritweaip 

ce:gcccaccgacccgagccaaa:ggccacaggcgacga:cgac::gggaji;;';dc:cc: 
570 660 690 700 710 720 

rsihegiata imnsdclvcd 
cga:c:a:ccacgaaggaaccgcaacagccatcacgaacagcgac:gcccag:cc: cgac 
730 740 750 760~ 770 730 

palhs flqtngnlginvc is 

ccagca:cgcacagccccc:gcagacaaacggcaatccaggcaccaa:gcaac::act:cc 
790 800 810 820 830 940 

n c 

acg:g:cgaaatggcaaccaaaca:cccccggccagcgct::aaaacc tcag :c;;cacaga 
850 860 870 880 390 900 

10 aaa:aaggcacccacccgcccgccaacccaaaaccc:cccggcagg:agaa:c::cgaca - 

910 920 930 940 950 950 

gaaggccaacaaaaagaaagaccgccaaacacaggaaacagcccca :gcag:a£-.cac:aa 
970 930 990 1000 1010 1020 

:a:a: :caaaaacaagccaacagcaaaccac:gaaaaaacaca cgcaca:a:acccaaga 
1030 1040 1050 1060 1070 io30 

15 ;gggca:cctL^g:at::aagaaaggaagcat:gcaaaacaa[:Lccgag::::-::g:::gr 

1090 1100 1110 1120 1130 ~ 1140 

:gcaga::gatng:accgt:ngaaaaagcc:g:cc::gcgLggcag:g:gcccc:.ccg:gg 
1150 1160 1170 1180 1190 1200 

g:g:g:gcgcgcc:gggCLutt:ccccccaac:gacaagcca:ccLgag:gg:ca:gggc 
1210 1220 1230 1240 125C 1250 

ca::g:::::ccccccg:gagtcaacacacagcgc:gc;g:aagccg:c:::gcg;g:a: 
^ 1270 1280 1290 1300 1310 1320 

::g::aa:::t:a:caa"t :^ag:: c c ccaccaaacaaa: ~ cgac ::;:c:c caatccag 
1330 . 1340 1350 1360 " 1370 " 1330 

g:::c:cc:::cc:tgi:acca::::aaagc:agca:c:c:;ga:a:ccca:2::.:gc::a 
1390 1400 1410 1420 1430 1440 

:gg:aaaaaac: cataacggg tccaa:ac:t:tcctt:ccccccaccaaccaag:cca::gg 
25 1450 1460 1470 1430 1490 1500 

aaa-ra::: taaaaccagcccactccggtgaacccatgag::cccagaaagcaaaggLgac 
1510 1520 1530 1540 1550 1560 

acccggaaaaacaa:ccaaaagcccaLCtaaagccacccaeaaggcgcccccc:::cc:g 
1570 1580 1590 1600 1510 1520 



30 



tc: :cc:acaga cgagccacacctccgagcc: caacc:::gaaagg:Lagagaa:aaacc 
1530 1640 1550 1550 157 0 1530 

ga::t: :a:aaataccgcaaatccaggc ttccgr::ccc::::ccaga:a:cc: :ggaca 
1590 1700 1710 1720 1730 1740 

aacca:a:a:tccaaaa:ctg:ccc:gcacc:ac:gg::ccgcagaagaag;c£:cg:ca 
1750 1760 1770 1730 1790 1300 

•:ccacag:a:ccgcaaccaaaagcaaat:ccan ccgc::aaaaaggcag:; cgcaaaaaa c 
1310 1820 1330 1840 1350 " 1360 

35 

gticctic^gcCwCtitiaCciaticctics 
1370 1880 
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REVINDICATIONS 

1 ) Sequence nucieotidique correspondant a un gene componani : 

(a) une sequence selon I'une des IND.SEQ.4 allou 

un gene equivalent qui comporte : 

(b) une sequence s'hybridant avec Tune des sequences selon (a). 

(c) une sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec (a) 

ou (b), ou 

(d) une sequence codant pour une proteine codee par un gene 

selon (a), (b) ou (c) ou pour une proteine equivalente. 

2) Sequence selon ia revindication 1, caracterisee en cc que 
I'expression cellulaire du gene est induite lors de l'apoptose celluiaire. 

3) Sequence nucieotidique correspondant a un gene comporiant : 

( a ) une sequence selon I'une des 1ND.SEC1 1 et 3 ou 
15 un gene equivalent qui comporte : 

(b) une sequence s'hybridant avec I'une des sequences selon (a). 
< c) une sequence presentant au moins SO % d'homologie avec fa) 

ou (b), ou 

< d > une sequence codant pour une proteine codec par un gene 

-0 selon (a), (b) ou (c) ou pour une proteine equivalente, 

caracterisee en ce que I'expression cellulaire du gene est induite par la 
suppression tumoralc. 

4) Sequence nucieotidique correspondant a un gene comportam : 
U) une sequence selon Tunc des 1ND.SCQ. 2 ou 

25 un gene equivalent qui comporte : 

( b > une sequence s'hybridant avec Tunc des sequences selon (a), 

( c > une sequence presentant au moins 80 % d'homologie avec (a) 

ou (b), ou 

( d > une sequence codant pour une proteine codee par un gene 

30 selon (a), (b) ou (c) ou pour une proteine equivalente, 

caracterisee en ce que I'expression cellulaire du gene est induite par 
l'apoptose cellulaire. 

5) Sequence selon I'une des revindications 1 a 4, caracterisee en 
ce que I'expression cellulaire du gene est induite par p53. 

35 6) Sequence selon la revendication 2 ou 4, caracterisee en ce que 

l'apoptose cellulaire est induite par p53. 
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do 

7) Sequence selon l'une des revendications 1 a G, caracterisee cn 
ce qu'elle est choisie parmi TSAP 1 a TSAP 8 et TSAP 3 humain ou un gene 
equi\ aient. 

8) Sequence selon la revindication 1, caracterisee en cc que 
5 ^expression cellulaire du gene est inhibee lors de 1'apoptosc cellulaire. 

9) Sequence selon la revendication 8, caracterisee en ce que 
Papoptose cellulaire est induite par p53. 

10) Sequence selon Tune des revendications J ct 8 et 0, 
caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi TSIP 1 et TS1P 2 ou un gene 

10 equivalent. 

11) Vecteur d'expression cellulaire d'une sequence selon Pune des 
revendications 1 a 10. 

12) Vecteur d'expression selon la revendication 11, caracterise en 
ce qu'il s'agit d'un vecteur viral. 

15 13) Vecteur selon la revendication 12, caracterise en ce qu'il s'agit 

d'un adenovirus, d'un retrovirus, d'un virus herpes ou d'un poxvirus. 

14) Vecteur selon la revendication 1 1, caracterise en ce qu'il s'agit 
d'un vecteur a acide nucleique nu. 

15) Vecteur selon Pune des revendications 11 a 13, caracterise en 
20 ce qu'il comporte une sequence assuram le ciblage et/ou Pcxpression 

specifique des tissus ou organes. 

16) Cellule transformec par un vecteur d'expression selon Tune 
des revendications 1 1 a 15. 

17) Proteine pouvant etre obtenue par culture de cellule 
25 transformee selon la revendication 16 et codec par ia sequence selon Pune 

des revendications 1 a 10. 

18) A titre de medicament, un vecteur selon Tune des 
revendications 11 a 15 ou une proteine selon la revendication 17. 

19) A titre de medicament, un compose assurant Pcxpression 
30 cellulaire d'au moins une des sequences nucleotidiques selon i'une des 

revendications 1 a 7 ou de leurs produits. 

20) A titre de medicament selon la revendication 19, un vecteur 
nucleotidique assurant Pexpression cellulaire dc ladite sequence. 

21) A titre de medicament, un compose assurant Pinhibition de 
35 Pexpression cellulaire d'au moins un gene cellulaire selon Tune des 

revendications 1, 8 a 10 ou de leurs produits. 
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22) A titre de medicament selon la rcvendication 21. un nucleotide 
active assurant le blocage de la sequence nucleotidique. 

23) A titre de medicament selon la revendication 21. un anticorps 
monoclonal dresse contre la ou les proteines codees par la sequence 
nucleotidique. 

24) A titre de medicament destine au traitement du cancer, un 
medicament selon l'une des revendications 18 a 23. 

25) A titre de medicament destine au traitement de la maladic 
d'Alzheimer, un medicament selon l'une des revendications 18 a 23. 

26) A titre d'agent de diagnostic notamment pour la determination 
de la predisposition et le suivi des cancers, tout ou partie des sequences selon 
l'une des revendications 1 a 10 a utiliser comme sonde nucleotidique ou 
comme amorce d'amplification. 

27) A titre d'agent de diagnostic notamment pour la determination 
15 de la predisposition et le suivi des cancers un antigene correspondent a tout 

ou partie des proteines codees par la sequence selon Tune des revendications 
1 a 10 ou les anticorps correspondants. 

28) A titre d'agent de diagnostic notamment pour la determination 
de la predisposition et le suivi de la maladie d'Alzheimer. tout ou partie des 
sequences selon l'une des revendications 1.5,7 a 10 a utiliser comme sonde 
nucleotidique ou comme amorce d'amplification. 

* 

2 9) A titre d'agent de diagnostic notamment pour la determination 
de ia predisposition et le suivi de la maladic d'Alzheimer un antigene 
correspondant a tout ou partie des proteines codees par la sequence scion 
l'une des revendications 1,5,7 a 10 ou ies anticorps correspondants. 

30) A titre d'agent antiviral, un medicament selon la 
revendication 20. 

31) Modele pour la mise en evidence de medicament anti- 
cancereux, des cellules selon la revendication 16. 

32) A titre de perfectionnement de la methode de Liang et Pardee 
le fait d'utiliser une diminution en palier tors de ^amplification PCR. 
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locus (D11S636) tightly linked to multiple 

endocrine neoplasia type 1 (MEN1)" 

voir le document en entier 



no. des re vendi cations visees 



1,3,7,17 



26 

4,7,17 



26 



j Voir la suite du cadre C pour la Tin de la hste des documents 

* Categories spccialcs dc documents cites: 

"A* document definissant l'etat general dc la technique, non 
const dere comme paruculiercmcnt pertinent 

*E" document anteneur, mais public a la date de depftt international 
ou aprcs cettc date 

"L" document pouvant jcter un doute sur une revendicadon dc 
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DEVELOPMENT, 

vol. 117, no. 4, 1993, 

nanpe 133"?- 1343 XPflnnfif)197? 
payed ijjj utJ ) a r uyuuu x «7 / c 

DELLA: "Isolation and characterization of 

murine homologues of the Drosophila seven 

in absentia gene (sina)" 

voir le document en entier 

& DATABASE EMBL 

ID: MMSIAH1A, AC=Z19579, 

voir la comparaison / I'alignement des 

sequences nuc leoxiaiques et proteiques 


1.3.7,17 


A 


FEBS LETT., 

vol. 374, no. 3, 6 Noventore 1995, 
pages oo^-ooo, ArUu^uiooHi 
GUENAL: "Studies of specific gene 
induction during apoptosis of cell lines 
conditionally imrortalized by SV40" 
voir le document en entier 


1-9,11, 
15,26,31 
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WO 95 19367 A (LA JOLLA CANCER RESEARCH 
FOUNDATION) 20 Juillet 1995 
voir le document en entier 


1-27 
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WO 95 11301 A (THE REGENTS OF THE 
UNIVERSITY OF MICHIGAN) 27 Avril 1995 
voir le document en entier 


1-27 


A 


ONCOGENE, 

vol. 9, no. 12, 1994, 

pages 3743-3751, XPO0O6O2314 

ZHAN: "Induction of bax by genotoxic 

stress in human cells correlates with 

normal p53 status and apoptosis" 

voir le document en entier 


1-27 
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SCIENCE, 

vol. 257, 14 Aout 1992, 

pages 967-971, XP0005O8268 

LIANG: "Differential display of 

eukaryotic messenger RMA by means of the 

polymerase chain reaction" 

cite dans la demande 

voir le document en entier 
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NUCLEIC ACIDS REASEARCH, 

vol. 19, no. 14, 25 Juillet 1991, 

page 4008 XP002013542 

DON: ""Touchdown" PCR to circumvent 

spurious priming during gene 

amplification" 

cite dans la demande 

voir le document en entier 
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DATABASE EMBL 

ID: HS152227, AC= H72152, 2 Novembre 1995 
XPOO2O19920 

voir 1 'al ignements des sequences 
nucleoti cliques et prot§iques; les 
descripteurs 
& UNPUBLISHED, 

1995, 
HILLIER ET AL. : 

DATABASE EMBL 

ID: HS49264, AC=N31049, 12 Janvier 1996 
XP002019921 

Voir l'alignement des sequences 
nucleoti diques et proteiques; les 
descripteurs. 
& UNPUBLISHED, 

1996, 
HILLIER ET AL.: 

PROC. NATL ACAD. SCI., 

vol. 93, no. 9, 30 Avril 1996, 

pages 3953-3957, XP002Q32914 

AM SON ET AL.: "Isolation of 10 

differentially expressed cDNAs in 

p53-induced apoptosis : activation of the 

vertebrate homologue of Drosophila seven 

in absentia gene" 

voir le document en entier 

PROC. NATL ACAD. SCI., 

vol. 93, no. 17, 20 Aout 1996, 

pages 9039-9042, XP000611649 

NEMAN I ET AL.: "Activation of the human 

homologue of the Drosophila sina gene in 

apoptosis and tumor suppression" 

voir le document en entier 

NATURE, 

vol. 375, 29 Juin 1995, 
pages 754-760, XP002032915 
SHERRINGTON ET AL.: "Cloning of a gene 
bearing missense mutations in early-onset 
familial Alzheimer's disease" 
cite dans la demande 
voir le document en entier 

AUSTRALIAN AND NEW ZEALAND JOURNAL OF 
MEDICINE, 

vol. 25, no. 6, Decembre 1995, 

pages 845-851, XP000610669 

DELLA N G ET AL: "A COMBINED GENETIC AND 

BIOCHEMICAL APPROACH TO MAMMALIAN SIGNAL 

TRANSDUCTION" 

voir le document en entier 
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